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依存性 Ca2+上昇が起こる。一方、卵内 Ca2+上昇には IP3以外にも、cyclic ADP ribose, 












本研究では、主に卵母細胞内で機能する IP3依存性 Ca2+遊離機構以外の Ca2+遊離機構に
ついて検証し、受精時の卵内 Ca2+遊離機構の全容を解明することを目的とした。その結果、
卵成熟途上卵の段階から、媒精時に NAADP依存性 Ca2+遊離機構が機能し、L型 Ca2+チャ
ンネルと lysosomeを介した卵内 Ca2+上昇を誘起することが明らかになった。NAADPは









達な未成熟卵においても媒精時に弱い Ca2+上昇がみられ、この時の Ca2+上昇には actin 
microfilament系の関与する Ca2+遊離機構が機能するものと考えられた。 

























(Stricker,1999 ; Whitaker, 2006; Miyazaki, 2006)。 
精子侵入時の卵内 Ca2+上昇は受精成立及び、発生開始に重要な役割を果たす。人為的に
卵内 Ca2+上昇を起こすことで卵が活性化し、卵割が進行する（Washitani-Nemoto et al, 
1994）。すなわち、卵内 Ca2+上昇は細胞周期の制御に関与する。卵内では M-phase 
promoting factor（MPF）が活性化されると、細胞周期は細胞分裂前期から中期へ移行する。
MPFはCdc2と cyclin Bからなる複合体で、Cdc2の脱リン酸化によって活性化する（Morla 
et al, 1989）。哺乳類や両生類では Ca2+上昇が引き金となって後期促進複合体・サイクロ
ソームが活性化され、cyclin Bを分解することでM期から脱する（Reimann and Jackson, 
2002; Markoulaki et al, 2003）。これらの活性化は、Ca2+に結合するカルモジュリンによ
って調節されている。また、棘皮動物では遺伝子発現に関与するmitogen-activated protein 
(MAP) kinase が、Ca2+により脱リン酸化され、失活することで DNA の合成が開始する
（Kumano et al, 2001）。さらに、精子侵入直後の卵内 Ca2+上昇は多精防御機構に機能し
ている（Miyazaki, 2006; Ramos and Wessel, 2013）。この多精防御機構には「早く一時的」
な機構と「遅く持続性」な機構の 2種類があり（Gould and Stephano, 2003; Tsaadon et 
al.,2006; Dale, 2014）、それぞれ膜電位の変化、受精膜形成により多精受精を阻止している。
受精時に精子による卵の膜電位変化が起こると電位依存性 Ca2+チャンネルが活性化し、卵
外から Ca2+が流入し、卵表層付近全体で一時的な Ca2+上昇（Cortical flash：CF）が起こ
る（Miyazaki, 2006; Moccia et al, 2006）。この時、静止電位が脱分極により一時的に 0 mV









受精時の卵内 Ca2+上昇に関与する Ca2+ソースとして、卵内の IP3 依存性 Ca2+遊離機構
が機能していることは、マウス、ホヤ、アフリカツメガエル、ウニなど多くの動物卵で報
告されている（Swann and Whitaker, 1986; Mizaki et al, 1993a, b; Hartzell et al, 1997; 





と融合するとこの PLCζが卵内へ導入され、IP3の産生、卵内 Ca2+上昇へと至る（Saunders, 
2002）。棘皮動物は PLCγの src homology-2（SH2）domainへリン酸化チロシンキナーゼ




IP3の他に、ウニやヒトデ卵において Cyclic ADP Ribose （cADPR）も受精時の卵内 Ca2+
上昇を誘起する（Lee et al, 1993 ; Kuroda et al, 2001; Nusco et al, 2002）。cADPR は小胞
体上の ryanodine receptor(RyR)に作用し卵細胞質中へ Ca2+を遊離する。cADPR の他に
Ca2+、ryanodine、caffeineも RyR に作用することで、卵内 Ca2+遊離が起こる (Fujiwara 
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et al, 1990)。 
ウニでは、NAADPも卵内 Ca2+上昇を誘起する（Chini et al, 1995）。細胞内オルガネラ
である lysosomeの機能を阻害するとNAADPによる卵内Ca2+上昇が起こらないことから、
NAADPによる Ca2+上昇は、lysosomeを介した細胞内 Ca2+遊離系が機能している
（Churchill et al, 2002）。NAADPは ADPRCを介して NADPとNicotinic acid（NA）
から産生される（Aarhus et al, 1995）。ADPRCは NAADPの産生の他にNicotinamide 
adenine dinucleotide（NAD）から上述の cADPRも産生する（Lee et al, 1989; Rusinko and 
Lee, 1989; Lee and Aarhus, 1991）。ADPRCは哺乳類では細胞質中に存在し（Davis et al, 
2008）、ウニでは卵表層と小胞内（酸性）に局在する（Davis et al, 2008）。ADPRCの活
性は pH、cyclic AMP （cAMP）、cyclic GMP（cGMP）、Zn2+などにより調節されてい
る（Wilson and Galione, 1998; Graeff et al, 1998; Zielinska et al, 2004）。 
受精時には卵内 Ca2+上昇と共に、卵表層 actin microfilamentの構造変化が起こり、これ
も Ca2+上昇と密接に関連する（Santella et al, 2012）。細胞表面の微絨毛や原形質膜下に
存在する actin microfilamentが Ca2+ Poolとなり、actin microfilamentの動態変化により
Ca2+が放出される（Lange, 1999）。また、成熟卵に actin microfilamentの脱重合剤であ
る latrunculin-A処理を行うと、卵内の Ca2+が上昇する（Lim et al, 2002）。これらのこ
とから、受精時の Ca2+上昇に、actin microfilament の関与も示唆される（Santella and 
Chun, 2011）。 
受精時に機能すると考えられる Ca2+遊離機構は複数あるが IP3依存性 Ca2+遊離機構は多
くの動物卵に共通して機能していることから、受精時の卵内 Ca2+上昇機構の研究は IP3依
存性 Ca2+遊離機構の解析を中心に行われてきた。（Miyazaki, 1993a,b）。しかし、コガモガ
イでは 受精時の卵内 Ca2+上昇は卵外の Ca2+が存在しないと正常に起こらない（Deguchi, 
2007）。また、ウニ卵では IP3の拮抗阻害剤である heparinにより、IP3依存性 Ca2+遊離機
構を阻害しても、受精時の卵内 Ca2+上昇が完全には抑制されない(Rakow and Shen, 1990)。
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さらに、ウニでは受精時には卵内 Ca2+濃度が最大になることに先行して cADPR が産生さ
れ、IP3 濃度は受精時の卵内 Ca2+濃度が最大になった後に高くなることが報告されている





される可能性も考えられる。実際、IP3 の拮抗阻害剤である heparin では、副作用として







の卵内 Ca2+上昇は小さい（Chiba et al, 1990）。ヒトデ類の卵成熟誘起ホルモン
1-methyladenine（1-MA）が作用すると卵成熟の進行に伴い卵核胞の崩壊(germinal vesicle 
breakdown, GVBD)が起こり、受精、発生能を持つ成熟卵へ移行する（Kanatani, 1973; 
Guerrier and Doree,1975）。成熟卵は受精により卵内 Ca2+が上昇する。すなわち、卵成熟
の進行に伴い卵内 Ca2+遊離機構も発達する。 
本研究では卵成熟の進行途中（本研究では 1-MA 添加後 10 分と、20 分）の卵を卵成熟
途上卵として用いた。卵成熟途上卵は、媒精による Ca2+上昇が成熟卵とほぼ同等に上昇す






（Hirohashi et al, 2008）。そこで、卵核胞崩壊前の卵成熟途上卵を用いることにより IP3
依存性 Ca2+遊離機構を除いた媒精時の Ca2+遊離機構を解析することがでると考えられる。







































adenine(1-MA, SIGMA）を含む濾過海水中に入れ（最終濃度 1 M）、20 ℃で必要な卵成
熟ステージまでインキュベートし、実験に使用した。一部の実験では 1-MA の代わりに未
成熟卵を 1 M ionomycin（Calbiochem）を含む濾過海水中に入れ、20℃で 3分間インキ
ュベート後、通常の濾過海水中で必要な時間までインキュベートした。同様に未成熟卵を 1 











（GC100TF-10, Harvard Apparatus）より作製した。ガラス針後端から試薬を充填し, マ
イクロインジェクションホルダー (MJ-2,Narishige) にセットした後、マイクロインジェク
ター（IM-300, Narishige）で高圧窒素ガスを用いた定量顕微注射を行った。注入量は卵母
細胞の容積（約 2,100 pl）のおよそ 2パーセント に調整した。卵内 Ca2+測定用に用いた
Ca2+蛍光指示薬 Calcium Green dextran 10,000（CGD, Molecular Probes, 25 mg/ml stock 
solution）は、使用前にインジェクションバッファー（100 mM L-Aspartic acid, 10 mM 
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid(HEPES), pH 7.0）で 5 mg/mlに調製
して使用した。Caged Ins(1,4,5)P3(caged IP3, SIGMA)は、顕微注射直前に Ca2+蛍光指示薬
との 1：1混合液（10 mg/ml CGDと 2 M caged IP3）を作成し、顕微注射を行った。顕
微注射後、卵母細胞は直ちに濾過海水中に取り出し、処理開始まで 20℃の濾過海水中でイ
ンキュベートした。IP3の拮抗阻害剤 heparin（SIGMA）および adenylyl cyclaseの活性阻
害剤 9-Cyclopentyladenine monomethanesulfonate（C4479, SIGMA）は顕微注射直前に
Ca2+蛍光指示薬との 1：1混合液を作成し（10 mg/ml CGDと heparin、C4479それぞれ
20 mg/ml 、400 M）、顕微注射を行った。顕微注射後、卵母細胞は直ちに濾過海水中に
取り出し、測定開始まで 20℃の濾過海水中でインキュベートした。卵内 pH変化の測定は、
pH 蛍 光 指 示 薬 2′,7′-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein （ BCECF, 




5. 阻害実験   
卵成熟過程のタンパク合成を阻害するために、それぞれ転写阻害剤 100 g/ml 
Actinomycin Dを含む 1 M 1-MA海水中、及び翻訳阻害剤 800 g/ml Puromycinを含む 1 
M 1-MA 海水中で未成熟卵を 40 分間インキュベートした後、NADP を顕微注射し卵内
Ca2+ を 測 定 し た 。 lysosome か ら の Ca2+ 遊 離 を 阻 害 す る
Glycyl-L-phenylalanine-beta-naphthylamide（GPN, Santa cruz Biotechnology）は、卵
母細胞を 0.5ｍM の GPN を含む海水中で 10 分間前処理後に NAADP を顕微注射し卵内
Ca2+を測定した。卵外 Ca2+流入を阻害する L型 Ca2+チャンネル阻害剤として、Verapamil
（SIGMA）、Diltiazem（SIGMA）、Nifedipine（SIGMA）を用いた。それぞれ 100 M、
100 M、50 Mを含む海水中で卵母細胞を 10分間前処理した後、NAADP を顕微注射し
卵内 Ca2+ を測定した。同様に、T 型 Ca2+チャンネル阻害剤として、NiCl2（Wako）、
Mibefradil（SIGMA）を用いた。それぞれ 50 M、5 Mを含む海水中で卵母細胞を 10分
間前処理した後、NAADP を顕微注射し卵内 Ca2+ を測定した。actin microfilament の重
合阻害剤 Cytochalasin B（SIGMA）は、卵母細胞を 5 M Cytochalasin Bを含む海水中で
5分間前処理した後、媒精し卵内 Ca2+を測定した。 
 
6. 卵内 Ca2+、pH測定 
卵内 Ca2+濃度変化は卵内に顕微注射されたカルシウム蛍光指示薬 CGD を励起波長
490 nm、吸収波長 510 nmを用いて、測光用蛍光顕微鏡（Eclipse Ti, Nikon）に備え付け
た冷却 CCDカメラ（Cool SNAP MYO, Photometrics）により、透過像、蛍光像を 1セッ
トとして、1秒もしくは2秒に1セットの画像を経時的に撮影した。得られた画像データは、
NIS - Elements（Nikon）により蛍光強度を数値化し、解析した。データは変化前の蛍光強










 測定時、卵母細胞は測光用チェンバーに挟み込んで固定した。測光用チェンバーは直径 3 
cm のプラスティックシャーレの中央に直径 1 cmの穴を空け、その穴にカバーガラスに貼
り付け、カバーガラスの上には厚さ 130 mの両面テープをはさんでカバーガラスの小片を
貼り合わせ、上下 2枚のカバーガラスに 130 m の隙間を作り、この隙間に卵を挟み込ん
だ。卵母細胞をセットしたチェンバー内は、500 L の濾過海水もしくは Ca2+欠如海水（450 
mM NaCl, 9 mM KCl, 5 mM NaHCO3, 48 mM MgSO4, pH8.2）で満たした。卵内に顕微
注射した caged IP3 (5 M) の活性化は、卵内Ca2+の測定中に 30秒間の連続的な紫外線（UV）
照射により行った。 
 
7. 卵内 Ca2+測定中の顕微注射 
Cyclic Adenosine diphosphate ribose (cADPR, SIGMA) 、Nicotinic acid adenine 
dinucleotide phosphate (NAADP, SIGMA) 、 Nicotinamid adenine dinucleotide 



































1  卵成熟の進行とそれに伴い発達する卵内 Ca2+遊離機構    
1-1卵成熟の進行と卵内 Ca2+遊離機構の発達 
未成熟卵母細胞にヒトデの卵成熟誘起ホルモンである 1-methyladenine (1-MA, 1 M）を
添加し卵成熟を誘起した。1-MA 処理後 20 分までは海水中に切り出された直後の未成熟卵
と同様の形態を持ち、細胞質中には GVを保持していた。1-MA添加後 20分に GV の輪郭
を形成する核膜の崩壊が始まり、1-MA 添加後 30 分で卵核胞中の核質が細胞質と混ざる卵
核胞の崩壊が起こり、1-MA添加後 40分で卵母細胞中の細胞質はほぼ均一となった。 
1-MA 添加前（0 分）及び 1-MA 添加後 10 分、20 分、40 分の卵成熟進行中の各卵成熟
ステージの卵母細胞に媒精したところ、1-MA添加前及び 1-MA添加後 20分までは受精膜
の上昇は起こらなかったが、1-MA添加 40分後では媒精後 2分以内に精子侵入部位付近か
ら受精膜が形成した（図 4 D）。1-MA 添加前（0 分）及び 1-MA 添加後 10 分、20 分、40
分の各卵母細胞への媒精時の卵内 Ca2+変化を測定した。媒精前の卵内に顕微注射された
Ca2+ 蛍光指示薬の蛍光強度値（相対的卵内 Ca2+ 濃度）を基準として Ca2+上昇ピーク値を
相対的に比較すると、1-MA 添加前（0 分）、1-MA 添加後 10 分、20 分、40 分の卵母細胞
でそれぞれ 1.33±0.03倍(n=23)、1.60±0.04倍(n=33)、1.73±0.04倍(n=26)、1.81±0.06
倍(n=37)であった（図 1）。1-MA 添加前の未成熟卵母細胞においても低い卵内 Ca2+上昇が
起こり、1-MA 添加 10 分以降の卵成熟途上卵では、未成熟卵と比較すると媒精により大き
な 卵内 Ca2+上昇が起こった。すなわち卵内 Ca2+遊離能は卵成熟の進行に伴い増大した。
Ca2+上昇ピーク値への到達時間と卵内 Ca2+伝播速度を検討した。媒精直後に卵細胞質中で
上昇を開始した卵内 Ca2+上昇ピーク値に対して、最大値の 10 パーセントから、ピーク値
（100パーセント）に至るまでに要する時間を算出した。これらは、1-MA添加前（0分）、
1-MA 添加後 10 分、20分、40分の卵母細胞でそれぞれ、216.74±14.63秒(n=6)、135.26
±7.43 秒(n=6)、84.90±8.54 秒(n=6)、64.23±4.69 秒(n=6)であった（図 2、表 1）。すな
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わち最大値に到達する時間も、0 分に比べて 10 分以降は有意に速かった(P<0.05)。また、
この時 Ca2+上昇ピーク値の 10 パーセントから 90 パーセントまでに要する時間から Ca2+
伝播速度を算出したところ、それぞれ、1.07±0.12 m/s (n=7) 、2.50±0.26 m/s (n=7) 、
3.86±0.44 m/s (n=7) 、3.82±0.47 m/s (n=7) であった（図 3、表 2）。1-MA添加前の
未成熟卵母細胞に比べ、卵成熟を再開している 1-MA添加後 10分以降の卵母細胞では、精
子による 卵内 Ca2+遊離能が発達した。1-MA 添加後 20分、40分の卵母細胞における媒精
によるCa2+上昇ピーク値及びピーク値に至る時間に有意差はなかった(P>0.1)（図3、表 2）。
Ca2+上昇の空間的変化をみると、媒精による卵内 Ca2+上昇は 1-MA添加前（0分）、1-MA
添加後 10 分、20 分、40 分の卵母細胞に共通して、精子侵入点から開始し、対極に向かっ





1-2 卵成熟の進行に伴う卵内 IP3依存性 Ca2+遊離機構の発達 
受精時の卵内Ca2+上昇には IP3依存性 Ca2+遊離機構が多くの種で共通して機能しており
（Miyazaki et al, 1993a,b）、ヒトデ成熟卵の受精時の卵内 Ca2+上昇にも IP3依存性 Ca2+
遊離機構の関与が報告されている（Iwasaki et al, 2002）。卵成熟の進行に伴う IP3依存性
Ca2+遊離機構の発達を検討するために、あらかじめ 1 M caged IP3を顕微注射してある未
成熟卵母細胞に 1-MA を添加して卵成熟を進行させた。1-MA添加前（0分）、1-MA添加
後10分、20分、40分卵の各卵成熟ステージにある卵母細胞に30秒間紫外線を照射し、caged 
IP3 を活性化させ、卵内 Ca2+上昇を測定した。この時、卵内の Ca2+上昇ピーク値は、それ
ぞれ 1.03±0.01倍(n=11)、1.02±0.01倍(n=14)、1.07±0.01倍(n=11)、1.97±0.06倍(n=14)




卵では caged IP3の活性化による Ca2+上昇が起こった（図 6）。この時に起こる卵内 Ca2+上
昇は、卵表層全体から中心に向かう Ca2+ waveとして伝播し、その後受精膜が形成された。
卵核胞崩壊前の 1-MA添加後 10分、20分の卵母細胞は、IP3による卵内 Ca2+上昇が未成熟
卵と同様に未発達であった。 
 媒精時には卵成熟途上卵においても、成熟卵とほぼ同様の Ca2+上昇ピーク値に達する卵
内 Ca2+上昇が起こった。この過程に IP3依存性 Ca2+ 遊離機構が関与していないことを確
認するため、IP3 依存性 Ca2+遊離機構の拮抗阻害剤である heparin を用いて IP3 依存性 
Ca2+遊離機構を阻害した（Nilsson et al, 1988）。1-MA 添加前の未成熟卵母細胞に、1 M 
caged IP3と 10 mg/ml heparinを顕微注射し、1-MAを添加した。1-MA添加後 40分の成
熟卵において紫外線照射により卵内の caged IP3を活性化したところ、卵内 Ca2+上昇ピー
ク値は 1.09±0.02倍(n=10)であった。これは heparinを含まない caged IP3のみ顕微注射
した通常の成熟卵における卵内 Ca2+上昇ピーク値 2.01±0.06 倍(n=9)と比較して有意に低







IP3は IP3 receptor を介して小胞体からの Ca2+放出を引き起こすことで、卵内部の Ca2+
上昇を誘起する。一方マウスにおいて IP3は transient receptor potential-3 を介して卵外
からの Ca2+流入を促進する（Song et al, 2015）。caged IP3による卵内 Ca2+waveは卵表
層から卵の中心方向へ伝播したことから（図 6）、卵外からの Ca2+流入を検討した。L 型
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Ca2+チャンネルを阻害する 100 M の Verapamilを含む海水、もしくは Ca2+欠如海水中で
紫外線照射により caged IP3を活性化したところ、Ca2+上昇ピーク値はそれぞれ 2.09±0.09
倍(n=4)、2.02±0.14 倍(n=3)であった(図 9)。これらの値は、海水中で同様の紫外線照射を
行ったコントロールの Ca2+上昇ピーク値 2.02±0.10 倍(n=5)と比較して有意差はなかった
(P>0.1)（図 9）。また、それぞれの紫外線照射による卵内 Ca2+上昇パターンは海水中と同様
に卵表層から中心方向に向かって伝播した。 
以上の結果から IP3依存性 Ca2+遊離機構による卵内 Ca2+上昇は、卵外からの Ca2+流入
には依存しておらず、細胞内から遊離されると判断された。媒精による卵内 Ca2+上昇ピー
ク値、Ca2+伝播速度は、1-MA添加後 10分で増大していた。しかし、卵成熟過程のいずれ
のステージにおいても、精子による卵内 Ca2+上昇は IP3依存性 Ca2+遊離機構が機能しなく
ても起こった。ヒトデ受精時の IP3依存性 Ca2+遊離機構は卵核胞が崩壊した 1-MA 添加後




能な成熟卵と、1-MA 添加後 20 分の卵成熟途上卵（場合によっては 1-MA 添加後 10 分の
卵母細胞も含めて）を比較して解析を進めた。 
 
2  NAADP及び NADP 依存性 Ca2+遊離機構 
2-1 NAADPによる卵内 Ca2+ 上昇の誘起 
ヒトデやウニでは IP3以外に cADPR や NAADP が卵内 Ca2+遊離に関与する（Lee et al, 
1993; Santella et al, 2000）。そこで卵成熟の進行に伴うこれらのアゴニストに対する 卵内




倍(n=3)、1.03±0.02倍(n=4)、1.03±0.02倍(n=4)であった（図 10）。ウニでは 100 Mの
cADPRで卵内 Ca2+が上昇する（Lee et al, 1993）。しかし、イトマキヒトデ卵成熟途上卵
と成熟卵において 10 倍の濃度の cADPR を卵内へ顕微注射しても、卵内 Ca2+上昇は未成
熟卵への注射時と同様で、cADPR による卵内 Ca2+上昇活性は上がらなかった。 
100 M の NAADP を 1-MA 添加前（0 分）、添加後 20 分、40 分の卵母細胞に顕微注
射したところ、いずれの卵成熟ステージにある卵母細胞でも卵中央に顕微注射した後に、
30 秒の lag time に続いて、表層から内側向かって Ca2+wave 起こった（図 11）。成熟卵
では、卵内 Ca2+上昇ピーク値が減衰を開始した時点で、卵表全体から受精膜形成が開始し
た。1-MA 添加前（0分）、添加後 20分、40分の卵母細胞にNAADP顕微注射後の Ca2+ 上
昇ピーク値はそれぞれ 1.66±0.04 倍(n=12)、1.63±0.04 倍(n=31)、1.68±0.05 倍(n=21)
であった（図 12）。NAADPにより卵内 Ca2+上昇が起こり、この時 1-MA 添加前の未成熟
卵（0 分）でも Ca2+が上昇した。各成熟ステージの Ca2+上昇ピーク値の間には有意な差は
見られなかった（P>0.1）。一方、媒精時の卵内 Ca2+上昇ピーク値は、1-MA添加前（0分）





2-2  NADPによる卵内 Ca2+ 上昇の誘起 
NAADP で卵内 Ca2+が上昇したが、この時の Ca2+上昇ピーク値は 1-MA添加前（0分）、
添加後 20分、40分において差がなかった。NAADP は NADPと NAから産生されると考
えられる（Aarhus et al, 1995; Moreschi et al, 2006）。そこで、NADP（5 mM）を 1-MA
添加前（0 分）、添加後 10 分、20 分、40 分の卵母細胞に顕微注射した。NAADP と同様
に、卵中央に顕微注射後、30秒の lag timeがあり、卵表層から中心方向へ Ca2+ waveが伝
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播した（図 13）。卵内 Ca2+上昇ピーク値は 1-MA 添加前（0 分）、添加後 10 分、20 分、
40 分でそれぞれ 1.32±0.04 倍(n=12)、1.47±0.06倍(n=9)、1.56±0.07倍(n=10)、1.66±
0.06倍(n=13)であった（図 14）。卵成熟進行に伴うNADPによる卵内Ca2+上昇ピーク値は、
1-MA添加前から添加後 10分の間で、1.32倍から 1.47倍へ上昇した。1-MA 添加後 10分
までに Ca2+上昇ピーク値が大きくなったことは、媒精時の Ca2+上昇と類似のパターンであ
った。以上のことから、IP3依存性 Ca2+遊離機構が未発達な 1-MA添加後 10分、20分卵へ
の媒精時の卵内 Ca2+上昇は、NADP-NAADP 産生系の発達が関与することが示唆された。 
 
2-3 卵成熟の進行に伴う卵内 NADP依存性卵内 Ca2+遊離機構の発達 
NAADP は ADPRC の作用により NADP から産生されるが（Aarhus et al, 1995）、
ADPRCの活性化に cAMPが重要な役割を担う (Xie et al, 2005)。cAMP合成阻害剤 C4479
（0.2 mM）を顕微注射した未成熟卵を、1-MA 海水中で 20 分間処理後、NADP を注射し
卵内 Ca2+変化を測定した。通常の 1-MA 添加後 20 分の卵と比較すると、Ca2+上昇ピーク
値がそれぞれ 1.64±0.06倍(n=5) と 1.29±0.02倍(n=5)であった（図 15）。 
また、C4479顕微注射卵（1-MA添加後 20分）にNAADPを顕微注射したところ、Ca2+
上昇ピーク値は 1.51±0.05 倍(n=6)となり、通常の成熟途上卵に NAADP を顕微注射した
場合の 1.60±0.08倍(n=5)と有意差はなかった（P>0.1）（図 16）。以上の結果から、C4479
は NAADPによる卵内 Ca2+上昇を直接阻害するのではなく、NADP-NAADP 産生系を阻害
し、この過程に ADPRCが関与することが示唆された。 
媒精時の卵内 Ca2+上昇に対する NADP-NAADP産生系の関与を検討した。未成熟卵にあ
らかじめ C4479（0.2 ｍM）を顕微注射した後、1-MA 添加前（0 分）、1-MA 添加後 10
分、20 分、40 分の各卵成熟ステージにある卵母細胞に媒精した。卵内 Ca2+上昇ピーク値





低かった（P<0.05）。1-MA 添加後 10 分、20 分卵では、媒精時の卵内 Ca2+上昇に
NADP-NAADP産生系の関与、及び媒精時には ADPRCが機能していることが示唆された。 
 
3   NAADP依存性 Ca2+遊離機構の活性化 
3-1 タンパク合成阻害による NAADP依存性卵内 Ca2+遊離機構への影響 
媒精時の Ca2+上昇にNADP-NAADP産生系及び ADPRCの関与が示唆された。この過程
に卵成熟過程のタンパク合成が関与しているのか検討した。転写阻害剤 100 g/mL 
Actinomycin Dを含む海水中に 1-MAを添加し、添加後 40分の成熟卵にNADPを顕微注
射し、Ca2+を測定した。Actinomycin Dを処理した成熟卵の Ca2+ 上昇は 1.64±0.01倍(n=3)
であった（図 18）。この時の Ca2+ waveは、阻害剤を含まない成熟卵の場合と同様に、30
秒の lag time後表層から内側へ伝播した。Actinomycin D で転写を阻害剤したところ、卵
成熟過程で増大する NADP による Ca2+上昇は、通常海水中での NADP 顕微注射と同様の
Ca2+上昇であった。 
翻訳阻害剤 800 g/mL Puromycinを含む海水中に 1-MAを添加し、添加後 40分の成熟
卵に NADP を顕微注射し、卵内 Ca2+を測定した。Puromycin 処理した卵内 Ca2+上昇ピー
ク値は 1.60±0.05倍(n=3)であった（図 18）。この時の Ca2+ waveは、Puromycinを含む
海水中 でも顕微注射直後に、Ca2+wave が 30 秒の lag time の後、表層から内側へ強く伝
播した。Puromycin を用いて卵成熟過程の翻訳を阻害したところ NADP による Ca2+上昇
は、通常海水中での NADP 顕微注射と同様の Ca2+上昇であった。 
Actinomycin D、Puromycin を含む海水中でインキュベートされた成熟卵における







3-2 卵内 Ca2+及び pH 上昇の誘起によるNADP依存性卵内 Ca2+遊離機構の発達 
NADP-NAADP産生系は、1-MA 添加後 10分以内に発達したため、卵成熟の進行に伴い
NADP-NAADP 産生系が活性化すると考えられた。未成熟卵に 1-MA を添加すると、一過
性の卵内 Ca2+上昇が起こる (Santella and Kyouzuka, 1994)。これに引き続いて卵内 pH 
が 7.1から 7.4に上昇する（Harada et al, 2003）。未成熟卵の 1-MAによる Ca2+変化を測
定したところ、Ca2+上昇ピーク値に達した後約 3 分で Ca2+上昇ピーク値の 20 パーセント
以下に減少した（図 19）。卵内 Ca2+の伝播は、植物半球から動物極方向へ走る一過性の 
Ca2+wave であった（図 20）。一過性の卵内 Ca2+上昇を人為的に起こすために、未成熟卵
を 1 M ionomycinを含む海水中で 3分間インキュベートし、卵内の Ca2+を上昇させた。
その後、通常海水中に戻してNADPを顕微注射し、卵内 Ca2+上昇を測定した。Ca2+上昇ピ
ーク値は、ionomycin 処理前（0 分）、処理後 10 分、20 分、40 分でそれぞれ 1.26±0.06
倍(n=5)、1.47±0.05 倍(n=10)、1.44±0.04 倍(n=11)、1.50±0.04 倍(n=17)であった（図
21）。Ionomycin 処理後 10分の未成熟卵において、NADP 顕微注射による卵内 Ca2+上昇
ピーク値は、ionomycin 処理前の未成熟卵への NADP顕微注射時に比べて有意に上昇した
(P<0.05)。Ionomysin 処理後 10 分以降の未成熟卵では、さらなる顕著な増加は認められ
なかった。 
1-MAの添加時の未成熟卵の pHを測定した。1 mMの BCECFを顕微注射した未成熟卵
に、1-MAを添加した結果、添加直後に pHの上昇が開始し、約 20分経過後に安定した（図
22）。2 mM NH4Cl pH 7.5を等量の海水に添加した時の未成熟卵卵内 pH変化を測定した。
NH4Cl を添加した直後より pH の上昇が開始し、NH4Cl 添加後約 50 分まで上昇が続いた
（図 23）。未成熟卵に NH4Cl pH 7.5 を添加し、添加前（0分）、添加後 10分、20分、40




であった（図 24）。NADP 顕微注射による Ca2+上昇ピーク値は、NH4Cl 添加 10 分後に
既に添加前の未成熟卵に比べて有意に高く（P<0.01）、引き続いて 20 分後まで上昇した。
NH4Cl 添加後 20 分と 40 分の卵母細胞では Ca2+上昇ピーク値に有意差はなかった




の同時処理前、処理後 10 分、20 分、40 分で、 Ca2+上昇ピーク値はそれぞれ 1.25±0.04
倍(n=5)、1.45±0.02倍(n=6)、1.57±0.02倍(n=4)、1.56±0.02倍(n=5)であった（図 25）。
以上の結果より、卵内の Ca2+、pHを上昇させた未成熟卵は処理開始 10分後には、卵内の
Ca2+、pH を上昇させなかった未成熟卵に比べて、NADP 顕微注射による Ca2+上昇ピーク
値が大きくなった。卵成熟過程における NAADP 依存性 Ca2+遊離機構の発達に、細胞内
pH 及び Ca2+ 上昇が関与すると考えられた。卵成熟過程の進行に伴う ADPRC 活性化に、 
pH 及び Ca2+ が関与することが示唆された。 
 
 
4 NAADP依存性 Ca2+遊離機構の Ca2+pool  
4-1 Lysosome による卵内からの Ca2+遊離 
NAADP顕微注射による卵内 Ca2+変化の空間的解析において、表層付近から強い Ca2+上
昇が起こった（図 11参照）。NAADPによる Ca2+上昇は、卵表層付近の lysosomeから放
出される細胞内 Ca2+遊離と細胞外の Ca2+の流入があると考えられている（Santella et al, 
2000; Churchill et al, 2002）。Glycyl-L-phenylalanine-beta-naphthylamide （GPN）は、
lysosome に作用することで、lysosome の機能を阻害する（Jadot et al, 1984）。0.5 mM 
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GPNを含む海水中でヒトデ成熟卵（1-MA添加 40分）に NAADPを顕微注射した時の Ca2+
変化を測定した。GPN 海水中と通常の海水中で NAADP を顕微注射した成熟卵において、
Ca2+上昇ピーク値がそれぞれ 1.58±0.08 倍(n=4)、1.29±0.03 倍(n=6)であり（図 26）、
Ca2+上昇ピーク値は GPN 海水中では 通常海水中に比べて有意に抑制された（P < 0.05）。 
また、GPN海水中で卵成熟を進行させ、各卵成熟ステージで媒精した時の Ca2+上昇を測
定した。1-MA添加前（0分）、添加後 10分、20分、40分の卵における、卵内 Ca2+上昇ピ
ーク値はそれぞれ 1.29±0.15 倍(n=3)、1.63±0.06 倍(n=3)、1.62±0.04 倍(n=4)、1.69±
0.04 倍(n=3)であった（図 27）。媒精後の卵内 Ca2+上昇ピーク値は、対照卵の媒精時と有
意差はなかった（P>0.1）。しかし、ピーク後の卵内 Ca2+減衰は対照卵と比べて、GPN 海
水中の卵の方が早かった（図 28）。媒精後の 卵内 Ca2+上昇ピーク値以降の Ca2+上昇持続
時間の減少は成熟卵（1-MA 添加後 40 分）でも起こったが、卵成熟途上卵において顕著で
あった（図 29）。すなわち媒精による卵内 Ca2+維持には lysosome由来の Ca2+遊離機構の
関与が示唆された。 
 
4-2．Ca2+ チャンネル を介した細胞外からの Ca2+の流入 
NAADPによる Ca2+上昇のソースとして細胞外からの Ca2+ 流入している（Santella et 
al, 2000）。そこで、L型 Ca2+チャンネル及び T型 Ca2+チャンネルを検討した。L型 Ca2+
チャンネル阻害剤 100 M Verapamil 海水中で成熟卵（40 分）に NAADP を顕微注射し
Ca2+変化を測定した。通常海水中と Verapamil 海水中における卵内 Ca2+上昇ピーク値は、
それぞれ 1.62±0.07 倍(n=6)、1.05±0.01 倍(n=6)であった（図 30）。同様に、L 型 Ca2+
チャンネル阻害剤である 100 M Diltiazem海水中でNAADPを成熟卵に顕微注射し Ca2+
変化を測定した。通常海水中と Diltiazem 海水中における卵内 Ca2+上昇ピーク値は、それ
ぞれ 1.59±0.03 倍(n=4)、1.18±0.02 倍(n=3)であった（図 31）。同じ L 型 Ca2+チャンネ
ル阻害剤である 50 M Nifedipine海水中で NAADPを成熟卵に顕微注射し Ca2+変化を測
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定した。通常海水中と Nifedipine海水中における卵内 Ca2+上昇ピーク値は、それぞれ 1.64
±0.03倍(n=4)、1.31±0.09倍(n=3)であった（図 32）。 
T型 Ca2+チャンネル阻害剤である 50 M NiCl2を用いて NAADPを顕微注射し、Ca2+変
化を測定した。通常海水中と NiCl2海水中における卵内 Ca2+上昇ピーク値は、それぞれ 1.66
±0.09倍(n=5)、1.83±0.03倍(n=3)であった（図 33）。同様に 5 M Mibefradil海水中で
NAADP を顕微注射し、Ca2+変化を測定した。通常海水中と Mibefradil 海水中における卵
内 Ca2+上昇ピーク値は、それぞれ 1.61±0.06 倍(n=4)、1.74±0.07 倍(n=3)であった（図
34）。ウシやラットでは 50 Mの NiCl2、5 MのMibefradil で T型 Ca2+チャンネルを
阻害できる（Fernández-Morales et al, 2015）。しかし、イトマキヒトデでは T型 Ca2+チ
ャンネルの阻害による、NAADP 依存性 Ca2+遊離機構を抑制することができなかった。以
上の結果より、NAADP 依存性 Ca2+遊離機構は L 型 Ca2+チャンネルを介した、卵外 Ca2+
の流入も卵内 Ca2+を調節していると考えられた。 
Verapamil存在下ではNAADP顕微注射による卵内 Ca2+上昇が抑制されたことから、卵
成熟途上卵の媒精による卵内 Ca2+上昇には、lysosome や細胞外からの Ca2+流入も機能す
ることが示唆された。そこで 100 M Verapamil 海水中で、それぞれの卵成熟ステージの
卵母細胞に媒精し、卵内 Ca2+上昇を測定した。1-MA添加前（0分）、添加後 10分、20分、
40 分における卵内 Ca2+上昇ピーク値は、それぞれ、1.40±0.02 倍(n=7)、1.42±0.03 倍
(n=12)、1.50±0.05 倍(n=12)、1.85±0.03 倍(n=4)であった（図 35）。この時、全ての成





以上の結果から、NAADP による卵内 Ca2+上昇には、L型 Ca2+チャンネルを介した卵外
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からの Ca2+ 流入、及び lysosome からの Ca2+遊離が関与し、これらは受精時にそれぞれ
Ca2+上昇、受精後の卵内 Ca2+ 維持に関与していると考えられた。 
 
5  媒精時の Ca2+遊離に対する卵内Microfilament系の機能 
5-1 actinの重合阻害剤存在下における媒精時の卵内 Ca2+変化への影響 
1-MA添加前の未成熟卵（0分）への媒精時にも弱い卵内 Ca2+上昇は起こる。この時卵内
Ca2+ピーク値に heparin、C4479、GPNは影響がなかったことから別の Ca2+遊離機構が機
能していると考えられた。細胞骨格を構成する microfilament 系も Ca2+上昇に関与してい
る（Lange, 1999）。そこで、actin microfilamentの重合阻害剤、5 M cytochalasin B存
在下における媒精時の卵内 Ca2+上昇を測定した。1-MA添加前（0分）、添加後 10分、20
分、40分卵において、卵内 Ca2+上昇ピーク値はそれぞれ 1.15±0.04倍(n=17)、1.25±0.08





昇は、精子侵入点付近に留まり、Ca2+ waveは観察されなかった（図 37）。 
以上の結果より、1-MA 添加前の NAADP 依存性 Ca2+遊離機構、IP3依存性 Ca2+遊離機
構が未発達な未成熟卵及び1-MA添加後10分の卵成熟途上卵では媒精時の卵内Ca2+上昇に














がって、卵母細胞内には IP3依存性 Ca2+遊離機構以外の Ca2+遊離機構が存在し、精子によ
り IP3依存性 Ca2+遊離機構とは独立に卵内で機能することが示唆された。 
細胞内 Ca2+遊離アゴニストの一つである NAADP を顕微注射すると、卵成熟の再開前の
未成熟卵においても卵内 Ca2+上昇を誘起した。NAADPの前駆体であるNADPを顕微注射
すると、媒精時と同様に卵成熟の再開した卵成熟途上卵から Ca2+上昇ピーク値が増大し、
この際の Ca2+ wave の発生も NAADP の顕微注射時と同様に起こったことから、
NADP-NAADP産生系の機能が考えられた。 
1-MAによる卵成熟再開時、卵内 pH の上昇と、卵内 Ca2+上昇が起こる。卵内 pH の上
昇と、卵内 Ca2+上昇を人為的に起こすことで、未成熟卵でも NADPによる Ca2+上昇が誘
起された。NADPはNAADPの前駆体であることから、NADP-NAADP産生系の活性化が
考えられる。卵成熟途上卵の NAADP による Ca2+上昇は、GPN による卵細胞質中の
lysosomeの機能阻害により阻害された。また、L型 Ca2+ チャンネル 阻害剤でNAADPに
よる卵内 Ca2+上昇が抑えられた。以上のことから NAADP 依存性 Ca2+遊離機構には
lysosome と L 型 Ca2+チャンネルが関与していた。L 型 Ca2+チャンネル阻害剤を含む海水
中で媒精を行うと、卵成熟途上卵でのみ卵内 Ca2+上昇が抑制された。 




いても卵内 Ca2+上昇が抑制されなかった。以上のことから、未成熟卵では IP3依存性 Ca2+
遊離機構とNAADP依存性Ca2+遊離機構以外のその他のCa2+遊離機構の関与が考えられた。
Ca2+の上昇に細胞骨格を形成する actin microfilament の関与が考えられるため(Lange, 
1999)、actin microfilament の重合阻害剤であるCytochalasin B海水中で媒精したところ、
未成熟卵と卵成熟途上卵（10分）において卵内 Ca2+上昇はほぼ完全に抑制された。 
イトマキヒトデ卵内では IP3依存性 Ca2+遊離機構、NAADP 依存性 Ca2+遊離機構、actin 
microfilament 系が関与する Ca2+遊離機構の 3 つが関与しており、NAADP 依存性 Ca2+遊
離機構は IP3依存性 Ca2+遊離機構よりも早い段階で発達し、actin microfilament系が関与
する Ca2+遊離機構は未成熟卵から機能していることが明らかになった。 
 
2 受精時の IP3依存性 Ca2+遊離機構及びその他の Ca2+遊離機構の関与 
多くの動物の受精時の卵内 Ca2+上昇は共通して IP3依存性 Ca2+遊離機構が機能している
（Miyazaki et al, 1993a,b; Runft et al, 2002）。イトマキヒトデ成熟卵においても、IP3R
の拮抗阻害剤である IP3 sponge をあらかじめ卵内に顕微注射しておくことで、受精や IP3
による卵内 Ca2+上昇が抑制される（Iwasaki et al, 2002）。イトマキヒトデ卵成熟途上卵で
は媒精による卵内 Ca2+上昇は既に成熟卵と同様に高かった。しかし、IP3依存性 Ca2+遊離
機構は未成熟卵と同様で未発達であった。また、卵成熟の進行と伴に卵核胞の局在する動
物極側から IP3依存性 Ca2+遊離機構が発達する（Lim et al, 2003）。IP3依存性 Ca2+遊離機
構の発達には卵核胞の内容物が関与している（Vasilev et al, 2012）。実際、除核した卵に







Ca2+上昇が起こる。表層成熟卵は、未成熟卵で卵内 Ca2+上昇を誘起する 1/10の濃度の IP3
を顕微注射すると、成熟卵と同様に Ca2+上昇が起こることから、表層成熟卵においても IP3
による関与が考えられた。(Hirohashi et al, 2008）。顕微注射では、針先から高濃度 の IP3
が注射されるため、針先周辺の IP3 濃度が高くなる。成熟卵で Ca2+上昇を誘起する 1000
倍の IP3を注射すると、未成熟卵においても成熟卵と同等の Ca2+が卵内へ遊離されること
が報告されている（Chiba et al, 1990）。以上のことから IP3顕微注射は局所的に IP3濃度




存性 Ca2+遊離機構以外の Ca2+遊離機構も機能していると考えられる。 
 
3 成熟途上卵で機能する NADP-NAADP産生系 
NAADPは未成熟卵、卵成熟途上卵、成熟卵で同等の Ca2+上昇を誘起した。また、NADP
は媒精時と同様に 1-MA による卵成熟の再開後に Ca2+上昇を誘起した。NAADP は
ADPRCを介してNADPから産生される（Aarhus et al, 1995）。本研究において C4479
を顕微注射した卵成熟途上卵では NADP による Ca2+上昇が抑制された。ADPRC の活性
化は cAMP等の因子で制御されている（Graeff et al, 1998）。cAMPは adenylyl cyclase
（AC）から産生される（Defer et al, 2000）。本研究で用いた C4479は ACの阻害剤であ
り、cAMPの産生を阻害する。このことより、イトマキヒトデの卵内では ADPRCによる
NADP-NAADP産生系が機能していると考えられる。すなわち、媒精時に上昇する卵成熟









化には cAMPの他に Ca2+や pHが関与していると考えられる。 
一般的に ADPRCを介したNADP-NAADP産生は酸性環境下で最も活性化する（Aarhus 
et al, 1995）。しかし、海水中に切り出されたイトマキヒトデの未成熟卵の卵内は、pH 7.1
であり 1-MAにより卵成熟が開始し、成熟卵となった時の卵内はおよそ pH 7.4に上昇する
（Harada et al, 2003）。通常のイトマキヒトデ未成熟卵卵内の内生理条件を適用すると、




も機能する（Moreschi et al, 2006）。また、cADPRPは NADPから ADPRC を介して産
生される（Aarhus et al, 1995）。この反応はNADPから NAADPが産生される反応より
も優先される（Moreschi et al, 2006）。さらに、中性環境下でも cADPRP から NAADP
を産生し、NADPから産生されるNAADPより多い（Moreschi et al, 2006）。また、酸性
環境下では NAADP の加水分解が促進されるが、逆に pH が高くなるほど抑制される
（Graeff et al, 2006）。すなわち、イトマキヒトデの受精時に機能するNADP-NAADP産








NAADPによる卵内 Ca2+上昇は lysosome、外部からの流入した Ca2+である (Santella et 
al, 2000; Churchill et al, 2002)。イトマキヒトデではNAADPを卵中央付近に顕微注射し
た場合でも、卵表層から内側にCa2+waveが伝播した。そのため、卵表層付近にある lysosome、
あるいは、外部からの流入によって 卵内 Ca2+上昇が起きたと考えられた。イトマキヒトデ
卵において NAADP による Ca2+上昇には lysosome と L 型 Ca2+ チャンネルが関与してい
た。しかし、NAADP による Ca2+上昇は L 型チャンネル阻害剤（Verapamil）で完全に抑
制された。ラットでは lysosome に NAADP に感受性がある Ca2+チャンネルがあり、これ
は L 型 Ca2+チャンネルと薬理学的に類似の L 型 Ca2+ チャンネル 阻害剤で阻害される
（Zhang and Li, 2007）。すなわち、Verapamilによって L型 Ca2+チャンネル、lysosome




ら Ca2+が流入し、cortical flashが起こり（Shen and Buck, 1993）、この脱分極にNAADP
が関与する（Moccia et al, 2004）。本実験では L型と T型の Ca2+チャンネルを阻害し、
NAADP による Ca2+上昇ピーク値を比較すると、L 型 Ca2+チャンネル阻害剤では NAADP
による Ca2+上昇が抑えられた。しかし、T 型 Ca2+ チャンネル阻害剤では Ca2+上昇を抑制
することが出来なかった。これは、NAADP による電位の変化と T型 Ca2+チャンネルの活
性化電位領域が異なるためであると考えられる。L型Ca2+チャンネルの活性化電位領域は、
-40 mVから 0 mVであり、T型 Ca2+チャンネル活性化電位領域は、-60 mVから-20 mVで
ある（Perez-Reyes, 2003; Buraei et al, 2015）。イトマキヒトデ成熟卵の静止膜電位は-50
から -10mV 付近にあり（Miyazaki and Hirai, 1979）、受精時の精子侵入に伴う卵の膜電





6 表層 acrtin microfilament の卵内 Ca2+遊離機構への関与 
近年卵表層の actin microfilament は、受精時の卵内 Ca2+上昇や受精膜の形成に密接に
関連することが指摘されている（Santella and Chun, 2011）。Actin microfilament の関与
した細胞内 Ca2+上昇は、微絨毛や原形質膜直下の actin microfilamentが Ca2+の貯蔵庫と
なっており(Lange, 1999; Lange and Gartzke, 2006)、actin の動態が変化すること（重合、
脱重合）が Ca2+放出と密接に関連する (Lange, 1999)。Astropecten aurantiacus 成熟卵を
actin filament の脱重合剤である latrunculin-A海水中でインキュベートすると、表層付近
の卵内 Ca2+が上昇し受精膜形成が起こる（Lim et al, 2002）。また、未成熟卵への 1-MA 添
加時に卵内 Ca2+上昇が起こり、これは植物半球から動物極側へ走る Ca2+ wave である
（Santella and Kyozuka, 1994）。この反応は latrunculin-A 海水中で抑制される
（Kyouzuka et al, 2008）。ヒトデ未成熟卵卵表は微絨毛で覆われており、1-MA添加直後
に微絨毛の短縮が起こる(Schroeder and Stricker, 1983)。この現象は 1-MA による Ca2+ 
wave の発生と時間的に一致する。これらのことから、未成熟卵表層の actin microfilament 
は Ca2+遊離に関与している可能性が考えられる。本研究における cytochalasin B による
媒精時の卵内 Ca2+上昇の抑制は ADPRCが活性化される以前と考えられる未成熟卵、及び
早いステージの卵成熟途上卵（1-MA 添加後 10 分）に顕著であった。一方卵成熟途上卵
（1-MA 添加後 20分）以降は、cytochalasin B による媒精時の卵内 Ca2+上昇抑制の影響
を受けなかった。卵成熟途上卵、成熟卵においては NADP依存性 Ca2+遊離機構、IP3依存
性 Ca2+遊離機構が機能することによって Ca2+が上昇とすると考えられる。以上のことから、
媒精時には卵表層の actin microfilament も卵内 Ca2+上昇に関与しており、actin 




7 イトマキヒトデ精子により引き起こされる Ca2+遊離機構 
イトマキヒトデ精子侵入時に生じる一過性の卵内 Ca2+変化は、卵表層の Ca2+が上昇する
CF、急速に卵全体に Ca2+が伝播する Ca2+ wave、その後緩やかに Ca2+濃度が減少する Ca2+
減衰期の 3つの段階に分けることが出来る（図 39）。 
CF は脱分極による膜電位の変化によって、卵外から Ca2+が流入し（Shen and Buck, 
1993）、この Ca2+の流入には NAADP が関与している（Moccia et al, 2004）。NAADP
依存性 Ca2+遊離機構は未成熟卵から既に卵内で機能するため、媒精後にNAADPが産生さ
れると考えられる。ウニの精子はNAADPが存在する（Billington et al, 2002; Churchill et 
al, 2003）。しかし、イトマキヒトデ精子でも Ca2+流入による CFが起こることから、少量
の NAADPが輸送される可能性がある。しかし、Verapamilにより L型 Ca2+チャンネルが
阻害されても、媒精による CFが起こった。また、actin microfilament 系も Ca2+の流入に
関与していると考えられている（Welnhofer et al, 1999）。さらに、本研究において actin 
microfilament 系の重合阻害時には、未成熟卵と成熟途上卵（10 分）で媒精時の CF が起
こらなかった。このことから actin microfilament 系も Ca2+の流入に関与していると考え
られる。すなわち、CFには NAADP依存性 Ca2+遊離機構と actin microfilament 系がそれ
ぞれ関与していると考えられる。 
Ca2+wave には IP3 依存性 Ca2+遊離機構、NAADP 依存性 Ca2+遊離機構、actin 
microfilament 系の Ca2+遊離機構が関与している。卵母細胞に NADP、NAADP が存在す
れば、精子がなくとも直ちに NAADP 依存性 Ca2+上昇が起こると考えられる。そこで、
NADPは卵内には存在せず、NAD kinaseを介して NADと ATPから合成され、このNAD 
kinaseは Ca2+により制御される（Epel et al, 1981）。すなわち、媒精による卵内 Ca2+上昇
により NAD kinaseが活性化し、NADより NADPが合成される。 
未成熟卵内でNAD kinaseが存在していると、1-MAにより活性化されNADPが合成さ
れ、卵内 Ca2+上昇が起こると考えられる。しかし、1-MAによる Ca2+上昇は L型 Ca2+チャ
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ンネルにより抑制されない（Limatola et al, 2015）。そのため、未成熟卵に NAD kinase
は存在せず、卵成熟の進行に伴い合成されると考えられる。actin microfilament系も actin
の重合阻害により未成熟卵では Ca2+が伝播しないため Ca2+ waveに関与している。また、
1-MA添加時の Ca2+ waveは actinの過重合により阻害される（Kyozuka et al, 2008）。す
なわち、actin microfilament 系も Ca2+ waveの伝播に関与している。 
卵内 Ca2+の維持には IP3依存性 Ca2+遊離機構と NAADP 依存性 Ca2+遊離機構が機能し
ている。lysosomeの機能阻害時の卵成熟途上卵、成熟卵において卵内Ca2+減衰が早くなる。
しかし、卵成熟途上卵の卵内 Ca2+減衰は、成熟卵よりも速い。成熟卵は卵成熟途上卵と異







卵内 Ca2+上昇には IP3 依存性 Ca2+遊離機構、NAADP 依存性 Ca2+遊離機構、actin 
microfilament 系の関与する Ca2+遊離機構が機能する。②これらの Ca2+遊離機構は卵成熟
の進行と伴に発達する（図 38）。③NAADP は卵内で NADP から産生される。NAADP 産
生には一般的に ADPRC が関与していると考えられている。NADP-NAADP 産生系は
ADPRC 同じ活性化因子を持つため、イトマキヒトデ卵内の NAADP 産生には ADPRC の
関与が考えられる。 
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図 1 各卵成熟ステージにおける卵母細胞への媒精後の卵内 Ca2+上昇ピーク値 
a：横軸は 1-MA 添加前（0 分）、添加後 10 分、20 分、40 分を、縦軸はそれぞれの卵へ媒
精した時の Ca2+上昇ピーク値を、媒精前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」としたときの相対値
で示した（グラフ上の各 bar は標準誤差を示す）。ｎは測定卵数を示す。b：図 a横軸の各
時間に対応した卵母細胞の卵成熟の進行状態。右上は 1-MA 添加後の時間（分：秒）、白線
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図 2 各卵成熟ステージにおける卵母細胞への媒精後の卵内 Ca2+変化 
横軸は時間（second）、矢印は精子を加えた時間を示す(30 sec)。縦軸はそれぞれの卵へ媒
精した時の Ca2+上昇ピーク値を、媒精前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」としたときの相対値
で示した。1-MA添加前（0分、緑色）、添加後 10 分（橙色）、20 分（紫色）、40 分卵（青
色）へ媒精した時の Ca2+変化を各々3例ずつ示した。 
 
表 1  各卵成熟ステージにおける卵母細胞への媒精後の卵内 Ca2+上昇の Ca2+ピークまで
に要する時間 




































































図 3 各卵成熟ステージにおける卵母細胞への媒精後の Ca2+伝播速度 
横軸は 1-MA添加前（0分）、添加後 10分、20分、40分を、縦軸はそれぞれの卵へ媒精
した時の Ca2+ wave の伝播速度を、Ca2+上昇ピーク値に至る途中の相対的上昇値が 10％
に達した点を起点として、90％に至るまでの時間で卵直径 160mを割った Ca2+ wave の
伝播速度 (um/s)（グラフ上の各 bar は標準誤差を示す）。例数はそれぞれ 7例から算出し
た。 
 
表 2 各卵成熟ステージにおける卵母細胞への媒精後の Ca2+伝播速度 






























図 4 各卵成熟ステージにおける卵母細胞への媒精後の卵内 Ca2+時空間変化 
卵巣から切り出された未成熟卵母細胞（a）、1-MA 添加後 10 分（b）、20 分（c）、40 分
卵（d）に媒精した時の Ca2+変化を 1秒毎に経時的に観察した。透過像はそれぞ卵成熟ステ









図 5 各卵成熟ステージにおける卵母細胞の IP3依存性 Ca2+遊離機構 
卵巣から切り出された未成熟卵母細胞に 5 M caged IP3を顕微注射し、1-MA添加前（0
分）、及び添加後 10 分、20 分、40 分の卵母細胞に紫外線を 30 秒間照射し、IP3を活性化
した。横軸は 1-MA添加前（0分）、添加後 10分、20分、40分を、縦軸はそれぞれの卵母





































































図 6 成熟卵（1-MA 添加 40分）における IP3 依存性 Ca2+遊離反応の時空間変化 
卵巣から切り出した卵母細胞に 5 M caged IP3を顕微注射し、1-MA 添加後 40分の成
熟卵に紫外線を 30秒間照射し、IP3を活性化した時の Ca2+変化を 1秒毎に経時的に観察し
た。左上は紫外線照射開始時を 0 秒とした経過時間（分：秒）透過像は媒精前と媒精後。





図 7  Heparinを顕微注射した成熟卵における IP3 依存性 Ca2+反応 
横軸は、10 mg/ml Heparinと5 M caged IP3を未成熟卵に顕微注射し、1-MA添加 40 分
の成熟卵に紫外線を 30 秒間照射した (Heparin)。コントロール として成熟卵に 5 uM 
caged IP3 を顕微注射した。縦軸はそれぞれの成熟卵を uncaging した時の卵内 Ca2+上昇
ピーク値を uncaging 前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」とした時の相対値で示した（グラフ





























































図 8 Heparin を顕微注射した各卵成熟ステージの卵母細胞における媒精時の卵内 Ca2+上
昇ピーク値 





































































図 9 Verapamil 存在下における成熟卵の IP3 依存性 Ca2+ 反応 
 横軸は 5 M caged IP3 を未成熟卵に顕微注射し、1-MA 添加 40 分の成熟卵を海水中
(SW)、Ca2+ 欠如海水中 (Ca2+ free)、及び 100uM verapamil 海水中(Verapamil) に 10分
間インキュベートした後、30 秒間紫外線を照射した。縦軸はそれぞれの成熟卵に紫外線を
30 秒間照射した時の Ca2+上昇ピーク値を uncaging 前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」とし































































図 10 各卵成熟ステージの卵母細胞における cADPR 顕微注射時の卵内 Ca2+上昇反応 
1-MA添加前（0分）、添加後 20分、40分の卵母細胞に 1 mM cADPR を顕微注射した。
横軸は 1-MA添加前（0分）、添加後 20 分、40 分を、縦軸はそれぞれの卵へ cADPR を顕
微注射した時の Ca2+上昇ピーク値を、媒精前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」としたときの相
































































図 11 成熟卵（1-MA 添加 40分）におけるNAADP 顕微注射時の卵内 Ca2+上昇の時空間
変化 
成熟卵（1-MA 添加後 40分）に 100 NAADPを顕微注射し、卵内 Ca2+上昇を 1秒間
隔で経時的に計測した。右上は顕微注射開始時を 0 とした時の経過時間（分：秒）透過像






図 12 各卵成熟ステージの卵母細胞における NAADP顕微注射時の卵内 Ca2+上昇反応 
1-MA添加前（0分）、添加後 20分、40分の卵母細胞に 100 NAADPを顕微注射した。
横軸は 1-MA添加前（0分）、添加後 20分、40分を、縦軸はそれぞれの卵へ NAADP を顕
微注射した時の卵内 Ca2+上昇ピーク値を、媒精前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」としたとき































































図 13  成熟卵（1-MA 添加 40 分）における NADP 顕微注射時の卵内 Ca2+上昇の時空間
変化 
1-MA 添加後 40分の成熟卵に 5 mM NADPを顕微注射し、卵内 Ca2+変化を 1秒間隔で
経時的に観察した。左上は顕微注射開始時を 0 とした経過時間（分：秒）透過像は顕微注






図 14  各卵成熟ステージにおける卵母細胞の NADP顕微注射時の卵内 Ca2+上昇 
1-MA 添加前（0分）、添加後 10 分、20分、40分の卵母細胞に 5 mM NADP を顕微注
射した。横軸は 1-MA 添加前（0分）、添加後 20分、40分を、縦軸はそれぞれの卵へNADP 
を顕微注射した時の卵内 Ca2+上昇ピーク値を、媒精前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」とした




































































図 15 卵成熟途上卵 (1-MA添加 20分) における NADP 顕微注射時の C4479の効果 
横軸は、未成熟卵母細胞に 0.2 mM C4479を顕微注射し、卵成熟途上卵（1-MA添加 20
分）に 5 mMのNADPを顕微注射した (C4479)。コントロールは、C4479を顕微注射して
いない卵成熟途上卵を用いた（control）。縦軸はそれぞれの卵へ NADP を顕微注射した時
の卵内 Ca2+上昇ピーク値を、顕微注射前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」としたときの相対値



























































図 16 卵成熟途上卵 (1-MA添加 20分) における NAADP 顕微注射時の C4479の効果 
横軸は、未成熟卵母細胞に 0.2 mM C4479を顕微注射し、卵成熟途上卵（1-MA添加 20
分後）に 100 NAADP を顕微注射した (C4479)。コントロールは C4479を顕微注射し
ていない卵成熟途上卵を用いた (control)。縦軸はそれぞれの卵へ NAADP を顕微注射した
時の卵内 Ca2+上昇ピーク値を、NAADP顕微注射前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」としたと




























































図 17 各卵成熟ステージにおける C4479 顕微注射卵母細胞の媒精時の卵内Ca2+上昇ピー
ク値 









































































図 18  Actinomycin D及びPuromycin存在下の成熟卵におけるNADP顕微注射時の卵内
Ca2+ 上昇 
横軸は、未成熟卵母細胞を 1 g/ml Actinomycin D (Actinomysin)、または 0.5 mM 
Puromycin (Puromysin) 存在下で 1-MA による卵成熟を進行させ、成熟卵（1-MA添加 40
分）を得た。コントロール は海水中で卵成熟を進行した (SW)。縦軸はそれぞれの卵へ
NADP を顕微注射した時の卵内 Ca2+上昇ピーク値を、媒精前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」































































図 19 1-MA添加後の未成熟卵母細胞における卵内 Ca2+上昇 









































































図 20 1-MA添加後の未成熟卵母細胞における卵内 Ca2+上昇の時空間的測定 
未成熟卵母細胞に 1 1-MA を加え、卵内 Ca2+変化を 1秒毎に経時的に測定した。左
上は 1-MAによる卵内 Ca2+上昇開始を 0秒とした経過時間（分：秒）透過像は 1-MA添加
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図 21  Ionomysin 処理未成熟卵母細胞におけるNADP顕微注射時の卵内 Ca2+上昇ピーク
値 
未成熟卵母細胞を 1  Ionomycin海水中で 3分間処理後、海水に戻し、それぞれの時間
海水中でインキュベートした後に 10 mM NADPを顕微注射した。横軸は Ionomycin 処
理前、処理後 10 分、20 分、40 分を、縦軸はそれぞれの卵へ NADP を顕微注射した時の
卵内 Ca2+上昇ピーク値を、顕微注射前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」としたときの相対値で
































































図 22 1-MA添加後の未成熟卵母細胞における卵内 pH 変化 









































図 23  NH4Cl添加後の未成熟卵母細胞における卵内 pHの変化 
 1 mM BCECFを顕微注射した未成熟卵に 2 mMCl pH 7.5をチェンバー内の海水量
と等量添加し、卵内 pH 変化を経時的に観察した。横軸は時間（分）、縦軸はそれぞれの









































図 24 Cl処理未成熟卵における NADP顕微注射時の卵内 Ca2+上昇ピーク値 
 未成熟卵を 1 mMCl海水中（pH 7.5）で 10分、20分、40分処理した後、5 mM NADP
を顕微注射した。0分はClを処理していない未成熟卵にNADPを顕微注射した。
横軸は NH4Cl処理前（0分）、処理後 10分、20分、40分を、縦軸はそれぞれの卵へNADP 
を顕微注射した時の Ca2+上昇ピーク値を、顕微注射前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」とした



































































図 25 Ionomycin, Cl処理未成熟卵におけるNADP顕微注射時の卵内 Ca2+上昇ピーク
値 
未成熟卵を 1  Ionomycin海水中で 3分間処理後、1 mMCl 海水中（pH 7.5）に
10分、20分、40分インキュベートした後、5 mM NADPを顕微注射した。0分は Ionomycin 、
NH4Clを処理していない未成熟卵に NADPを顕微注射した。横軸は ionomycin+NH4Cl処
理前（0 分）、処理後 10 分、20 分、40 分を、縦軸はそれぞれの卵へ NADP を顕微注射し
た時の卵内 Ca2+上昇ピーク値を、顕微注射前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」としたときの相




































































図 26  GPN存在下におけるNAADP顕微注射時の卵内 Ca2+上昇ピーク値 
横軸は、成熟卵を 0.5ｍMの GPN海水中で 10分間処理後 100  NAADP を顕微注射
した (GPN)。コントロール として成熟卵に 100  NAADPを顕微注射した（SW）。 






























































図 27  GPN存在下における媒精時の卵内 Ca2+上昇ピーク値の比較 
未成熟卵に 1  1-MA添加し 10分、20分、40分インキュベートし、それぞれの媒精時
10 分前に、GPN を最終濃度で 0.5 ｍとなるよう添加した。分はを添加せず、未
成熟卵を 0.5ｍM GPN海水中で 10分処理後に媒精した。横軸は 1-MA添加前（0分）、添
加後 10 分、20 分、40 分を、縦軸はそれぞれの卵へ NADP を顕微注射した時の卵内 Ca2+
上昇ピーク値を、媒精前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」としたときの相対値で示した（グラ





































































図 28 GPN存在下における卵成熟途上卵（1-MA 添加後 20分）媒精時の卵内 Ca2+変化  
未成熟卵に 1  1-MA添加し 10分後に最終濃度 0.5 ｍ GPNを添加し、更に分後





































































図 29  GPN存在下における成熟卵（1-MA添加後 40分）媒精時の卵内 Ca2+変化 


































































図 30 Verapamil存在下におけるNAADP顕微注射時の卵内 Ca2+上昇ピーク値 
横軸は、成熟卵を 100  Verapamil海水中で 10分間処理後、100  NAADPを顕微
注射した (Verapamil)。コントロール として成熟卵に 100  NAADP を顕微注射した
（SW）。 

































































図 31  Diltiazem存在下におけるNAADP顕微注射時の卵内 Ca2+上昇ピーク値 
 横軸は、成熟卵を 100  Diltiazem海水中で 10分間処理後、100  NAADPを顕微注
射した (Diltiazem)。コントロール として成熟卵に 100  NAADPを顕微注射した（SW）。 

































































図 32  Nifedipine存在下における NAADP顕微注射時の卵内 Ca2+上昇ピーク値 
横軸は、成熟卵を 50  Nifedipine海水中で 10分間処理後、100 NAADPを顕微注
射した (Nifedipine)。コントロール として成熟卵に 100  NAADP を顕微注射した
（SW）。 

































































図 33  NiCl2 存在下における NAADP顕微注射時の卵内 Ca2+上昇ピーク値 
横軸は、成熟卵を 50  NiCl2 海水中で 10分間処理後、100  NAADP を顕微注射し
た (NiCl2)。コントロール として成熟卵に 100  NAADPを顕微注射した（SW）。 


































































図 34 Mibefradil存在下におけるNAADP顕微注射時卵内 Ca2+上昇ピーク値 
横軸は、5  Mibefradil 海水中で 10 分間処理後 100  NAADP を顕微注射した
(Mibefradil)。コントロール として成熟卵に 100  NAADPを顕微注射した（SW）。 































































図 35  Verapamil存在下における媒精時の卵内 Ca2+上昇ピーク値の比較 
未成熟卵に 1  1-MA添加し 10分、20分、40分インキュベートした。それぞれの時間
の 10分前に最終濃度 100 となるよう Verapamilを添加し、インキュベート後に媒精し
た。分は 1-MAを添加せず、未成熟卵を  Verapamil海水中で 10分間インキュベー
ト後に媒精した。横軸は 1-MA 添加前（0 分）、添加後 10 分、20 分、40 分を、縦軸はそ
れぞれの卵へ媒精した時の卵内 Ca2+上昇ピーク値を、媒精前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」






































































図 36 Cytochalasin B 存在下における媒精時の卵内 Ca2+上昇ピーク値の比較 
未成熟卵に 1 になるよう 1-MA を添加し 10分、20分、40分処理後に媒精した。そ
れぞれの媒精時の 5分前に最終濃度 5 となるように Cytochalasin B を添加した。分
はを添加せずに、5 Cytochalasin B海水処理 5分後に媒精した。横軸は 1-MA添
加前（0分）、添加後 10分、20分、40分を、縦軸はそれぞれの卵へ媒精した時の卵内 Ca2+
上昇ピーク値を、媒精前の蛍光値（Ca2+濃度）を「1」としたときの相対値で示した（グラ






































































図 37 Cytochalasin B 存在下における媒精時の Ca2+ wave 
A,：未成熟卵（1-MA 添加前）を 5 Cytochalasin B海水中で 5分間処理した後、媒精し
た。B：成熟途上卵（1-MA添加後 10分）。未成熟卵を 1-MA添加 5分後に最終濃度 5 
となるように Cytochalasin B を添加し、さらに 5 分間インキュベートした後に媒精した






図 38 卵成熟過程における Ca2+遊離機構発達 
Actin microfiramentの関与する Ca2+上昇は未成熟卵から機能していた。NAADPは未成
熟卵より卵内 Ca2+上昇を誘起した。 NADP 依存性 Ca2+遊離機構は 1-MA 添加後 10 分か

















図 39 受精時の卵内 Ca2+上昇パターンとそれぞれの Ca2+ 遊離機構の関与 
 受精時の C2+上昇は 
1. NAADPによる cortical flash（赤丸） 
2. IP3依存性 Ca2+遊離機構、Actin microfirament、NADP依存性 Ca2+遊離機構 Ca2+
上昇（緑丸） 
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